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Description 

(.'invention est relative a un nouveau precede 
d'obtention de compositions de mucopolysaccha- 
rides de purete eievee, bioiogiquement actifs, par 
depolymerisation contrdlee de i'heparine. 

Elle concerne plus particulierement un procede 
du type en question permettant d'obtenir un me- 
lange de grande homogeneite en mucopolysac- 
charides (ces produits seront designes ci-apres 
par I'abreviation MPS) capables notamment de 
contrdler, de maniere hautement specif i que, cer- 
taines etapes de la coagulation sanguine et, en 
parti culler, possedant une activite plus selective 
que I'heparine vis-a-vis d'un nombre plus reduit 
de facteurs de la coagulation, notamment du fac- 
te ur X active ou facteur Xa du sang. 

Compte-tenu de leurs proprietes, ces MPS 
constituent de precieux medicaments, notamment 
antithrombotiques. On concoit alors I'interet, pour 
les applications therapeutiques envisagees, de 
disposer de MPS de purete eievee, en particuller 
pratiquement totalement debarasses de tous les 
contaminants que peut apporter le milieu de reac- 
tion, tout en n'ayant recours, pour leur obtentlon, 
qu'a des etapes operatoires de mise en ceuvre 
alsee dont le coOt et la realisation permettent une 
exploitation a I'echeile industriefle. 

Pour I'obtention de composes de ce type, les 
inventeurs se sont plus specialement interesses 
a la depolymerisation contrdlee de I'heparine 
sous Taction d'un agent chimique capable de frag- 
menter les chafnes qui la constituent, en partlcu- 
lier de I'acide nitreux. 

On notera que te terme heparine est utilise dans 
la description et les revendications dans son sens 
le plus large, pour designer indifferemment une 
preparation d* heparine commercials de quaiite 
pharmaceutique ou une heparine brute telle 
qu'obtenue par extraction a partir de materiaux 
biologiques, en particuller de tissus de mamml- 
feres. 

La depolymerisation de I'heparine par I'acide 
nitreux est rapportee par SHIVELY et al dans Bio- 
chemistry, vol. 15, N° 18, 3932-36 (1976) Cepen- 
dant, les conditions mises en ceuvre visent a obte- 
nir une depolymerisation total e de I'heparine a 
des fins anaiytiques et ne permettent done pas 
d'obtenir un melange de depolymerisation forme 
de chaines de MPS possedant les proprietes bio- 
logiques recherchees. 

Des conditions de depolymerisation menagee 
sont decrites dans la demande Internationale WO 
81/02737 du 20 mars 1981 au nom de la Demande- 
resse, deposee sous priortte de la deuxieme de- 
mande de certificat d'addition No 8 006 282 du 20 
mars 1980. 

Dans la demande internationale WO 81/03276 
du 17 avril 1981, deposee sous priorite de la de- 
mande de brevet US s.n. 151, 163 du 19 mai 1980, 
on rapporte egalement des conditions pour depo- 
lymeriser I'heparine de maniere contrdlee sous 
Taction de I'acide nitreux. 

La poursuite des travaux des inventeurs dans 
ce domaine les a amenes a rechercher de nouvel- 



les conditions permettant d'obtenir des melanges 
de depolymerisation plus satisfaisants au regard 
des applications therapeutiques envisagees, en 
particuller, des m6langes depourvus de contami- 

5 nants du type des nitrites et des nitrates et plus 
homogenes grace a des taux de depolymerisation 
plus eleves. 

Les travaux effectues ont alors montre qu'en 
choisissant I'un des parametres de ia reaction en 

to fonction des autres parametres utilises, il etait 
possible d'obtenir avec de hauts rendements, un 
melange de depolymerisation a activite anti-Xa 
(YW) eievee, d'une maniere generate sup6rieure 
a 200 u, voire 250, pratiquement exempt de conta- 

15 mi nants du type nitrites-nitrates et d'eviter, durant 
la reaction, le contrdle de la depolymerisation 
pour arreter cette derniere lorsque le degre sou- 
haite est atteint 
L'lnvention a done pour but de fournir un nou- 

20 veau procede permettant d'obtenir des MPS parti- 
culierement precieux au regard des proprietes 
biologiques souhaitees, tout en etant pratique- 
ment exempts de tous contaminants tels que nitri- 
tes et nitrates et qui se trouvent done par la sous 

25 une forme particulierement appropriee pour leurs 
applications en therapeutique. 

Elle a egalement pour but de fournir un procede 
permettant d'obtenir ces MPS sans avoir a exer- 
cer un contrdle rigoureux de la duree de reaction 

so pour arreter cette derniere des que le degre de 
depolymerisation souhalte est atteint, le degre de 
depolymerisation etant ajuste a volonte. 

Elle vise egalement a fournir un procede dont 
la mise en ceuvre a I'echeile industrielle est ren- 

35 due extremement aisee en raison des conditions 
particulleres choisies pour ia depolymerisation 
contrdlee de I'heparine. 

Le procede d'obtention de mucopolysacchari- 
des ou MPS bioiogiquement actifs, de purete ele- 

40 vee, par depolymerisation contrdlee de I'hepa- 
rine, est caracterise en ce qu'il comprend la reac- 
tion de I'heparine et de I'acide nitreux en milieu 
aqueux a un pH de 2 a 3, avantageusement voisin 
de 2,5, en des quantltes telles que la concentration 

45 d'heparine est d'au moins 8% en poids et la mola- 
rity de I'acide nitreux est de 0,02 a 0,1 M, ces 
donnees etant calculees par rapport a la totalite 
du melange des reactifs mis en csuvre, et, apres 
que la reaction de depolymerisation se soit arre- 

50 tee d'elie-meme par epuisement de I'acide ni- 
treux, la recuperation du melange de MPS du type 
de ceux precipitables par un solvent alcoolique. 

L'interet de ces dispositions s'avere particulie- 
rement precieux au regard des applications biolo- 

55 giques envisagees pour les produits. En effet, les 
compositions de MPS recuperees du melange de 
depolymerisation sont pratiquement totalement 
exemptes de produits toxiques.En particuller, ces 
compositions ne renferment pas de nitrites ni de 

60 nitrates. Etant donne la consommation totale de 
I'acide nitreux et ('elimination sous forme gazeuse 
des produits contenant de I' azote, de tels derives 
peuvent se former, ce qui permet d'eviter, apres 
la reaction, toute contamination, par des compo- 

65 ses nitres toxiques, des compositions obtenues. 
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Ce procede presente, en outre, un avantage 
considerable au niveau de la technique de reali- 
sation. 

En effet, grace aux dispositions utilisees, la 
reaction de depolymerisation en quelque sorte 
«s'autoregule», s'arretant d'elle-meme lorsque le 
degre de depolym6rfsation voulu est obtenu. 

On se libere ainsi de la contrainte du contrdle 
de ia duree des reactions qui est rendu necessaire 
dans les techniques anterieures afin d'eviter une 
depolymerisation trop avancee des chaTnes de 
I'heparine. 

Conformement a Tinvention, au lieu de se con- 
former a la clnetique de reaction decoulant des 
parametres utilises jusqu'alors et, notamment, 
des concentrations en reactifs, on choisit la con- 
centration en produits engendrant Tacide nitreux 
de maniere a obtenir la depolymerisation recher- 
chee afin que la depolymerisation s' arrets du fait 
de la disparitlon, par consommation totale, de I'un 
des reactifs, lorsque les produits souhaites sont 
obtenus. 

La quantlte d'acide nitreux mise en ceuvre, ou 
de produits utilises pour I'engendrer in situ, doit 
etre suffisante pour obtenir un rendement satisfai- 
sant en produits de depolymerisation de la qualite 
souhaitee, mais ne doit pas de passer une limite 
au-dela de laquelie, compte-tenu de la quantite 
d'heparlne mise en ceuvre, Tacide nitreux ne se- 
rait pas entierement consomme. 

Selon un mode prefere de realisation de Inven- 
tion, on met alnsi en ceuvre de 0,02 M a 0,1 M 
notamment de 0,03 M a 0,05 M de NaNO a avec une 
solution d'heparine a 8 a 12% en poids. 

Les dispositions ci-dessus sont avantageuse- 
ment mises en ceuvre dans un procede de depoly- 
merisation contrdlee d'heparine dans lequel, les 
conditions de la reaction autres que les concen- 
trations en reactifs, permettent plus specialement 
Tobtention de MPS ayant une activlte anti-Xa (Yin- 
Wessler) d'au moins 200 u/mg, avantageusement 
superieure a 250 u/mg, une activite USP ou APTT 
inferieure a 30 ui avantageusement inferieure a 
20 ui ou voire a 10 ui et un rapport de leur titre 
Y-W/USP ou de leur titre YW/APTT d'au moins 3, 
avantageusement superieure a 6, voire 10 ou plus, 
formes d'une majeure partie d'especes ayant un 
poids moleculaire de 2000 a 8000 daltons environ 
(determine par la methode HPLC). 

On rappelle que le titre Yin-Wessler traduit plus 
specifiquement la capacite des fractions actives a 
potentialiser ('inhibition du facteur Xa du sang par 
I'antithrombine ill dans le test correspondent me- 
sure selon la technique de ces auteurs qui est 
decrite dans «J. Lab. Clin. Med.», 1976, 81, 
298-300. 

Le titre USP qui permet de mesurer une inten- 
site de coagulation globale dans des conditions 
bien determlnees est egalement blen connu. On 
le determine comme decrit dans la Pharmacopee 
des Etats-Unis XIX, pp 229-230 (voir aussl le Se- 
cond Supplement USP-NF, p. 62, et le Quatrieme 
Supplement USP-NF, page 90, respectivement inti- 
tules «Drug Substances and Dosage Forms» 



(substances medicamenteuses et modes de do- 
sage)). 

Le titre APTT (abreviation du terme anglais "ac- 
tivated partial thromboplastin time») mesure ega- 

5 lement I'activite anticoagulante globale. Ce titre 
est I'equivalent du temps de Cephaline-Kaolin 
mesure selon J. Caen et al «Themostase», edition 
extension scientifique, 1976, p. 169-170. 
D'un maniere preferee, la matiere premiere 

10 mise en ceuvre dans le procede de Tinvention est 
constitute par une heparlne possedant un poids 
moleculaire de 2000 a 50 000 environ. 

II peut s'agir d'une heparine de qualite pharma- 
ceutique classique, injectable, ou d'une heparine 

is brute telle qu'elie est obtenue a Tissue des opera- 
tions d'extraction de ce prlncipe actlf a partlr de 
tissus ou d'organes de mammiferes, notamment 
de mucus d'intestlns ou de poumons, par exemple 
de pore ou de boeuf. Elle peut encore etre cons- 

20 tituee par les produits qui sont normalement ecar- 
tes tors de la purification d'une heparine en vue 
de I'obtention d'une heparine de qualite injectable 
et d'activite specifique plus etevee. 
L* heparine mise en ceuvre est sou mise, dans 

25 des conditions contrdlees, a Taction de Tacide 
nitreux. Cet aclde peut etre ajoute a I'heparine ou 
forme in situ par addition, selon des quantites 
contrdlees, d'un acide, a un derive de Tacide ni- 
treux, en particulier, un sel, un ether-sel, plus 

so specialement un sel alcalin ou alcalino-terreux. 

Dans un mode de realisation avantageux de 
Tinvention, on utilise comme sel de Tacide ni- 
treux, un sel hydrosoluble, plus specialement un 
sel alcalin tel que le nitrite de sodium NaNO a . 

as Pour engendrer in situ Tacide nitreux, on ajoute 
des quantites contrdlees d'un acide comportant 
avantageusement des anions biologiquement ac- 
ceptables, tels que Tacide acetlque et plus specia- 
lement Tacide chlorhydrique. 

40 L' action de Tacide nitreux sur I'heparine est 
avantageusement effectuee dans un milieu phy- 
siologiquement acceptable, permettant ainsi 
d'eviter tout probleme pouvant etre entratne par 
Telimination d'un solvant nuisible pour les appil- 

45 cations biologiques envlsagees. A cet egard, Teau 
constitue le milieu reactionnel prefere. 

Conformement a Tinvention, les concentrations 
en heparine et en acide nitreux de la solution sont 
choisies de maniere telles que, lorsque le degre 

so de depolymerisation souhaite est atteint, Tacide 
nitreux soit totalement consomme, les autres pa- 
rametres Intervenant pour la realisation de cette 
reaction, en particulier la temperature et le pH, 
etant par aiileurs egalement ajustes les uns aux 

55 autres afin d'obtenir les produits desir6s dans les 
conditions expert mentales les plus satisfaisantes. 

L'etude de ces conditions experimentales par 
les inventeurs a montre qu'il est necessaire de 
mettre en ceuvre I'heparine et ies produits engen- 

eo drant Tacide nitreux selon des quantites condui- 
sant a une concentration d'au moins 8% en poids 
de la solution en heparine, avantageusement de 
Tordre de 8 a 12%, specialement voisine de 10%, 
la concentration en nitrite de sodium etant alors 

05 de 0,02 M a 0,1 M et de preference de 0,05 M et 
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mieux encore 0,055 M. Cornpte-tenu des concen- 
trations elevees en heparine, ies volumes a manl- 
puler pour la mise en oauvre du procede selon 
I'invention, sont considerablement reduits, d'un 
facteur d'au moins 5 par rapport aux techniques 
chimiques habltuelles. 

Les essals realises ont montre qu'il etait appro- 
prie d'operer de 0 a 30 °C environ. Des temperatu- 
res inferieures a 10°C peuvent etre utiiisees pour 
Tobtention des produits recherches. Avantageu- 
sement, on opere a I'ambiante. On utilise I'acide 
en quantites permettant d'obtenir le pH desire 
avantageusement de 2 a 3 environ, de preference 
voisin de 2,5. 

Comme deja souligne, ces conditions permet- 
tent de se liberer d'un contrdle rigoureux de ia 
duree de la reaction. EHes autorisent en effet une 
autoregulation de la reaction de depolymerisation 
contrdlee selon un principe qui se distingue de 
ceiui mis en oeuvre dans les procedes connus, ce 
qui se traduit par une difference au niveau des 
resultats, a savoir I'absence de nitrites et nitrates 
dans le milieu reactionnei en fin de reaction, les 
composes azotes formes etant volatils. 

Ces conditions permettent en outre I'obtention 
speciflque de produits repondant a un profil donne 
qui sera precise ci-apres. 

Lorsque I'acide nitreux mis en oauvre est 
epulse, le degre de depolymerisation souhalte est 
atteint et on preclpite du milieu de depolymerisa- 
tion les produits du type de ceux qui sont preclpi- 
tables par I'alcool. Auparavant, on reajuste avan- 
tageusement le pH a une valeur voisine de la 
neutrality. 

Pour ^operation de precipitation, on a avanta- 
geusement recoups a de Tethanol absolu. Les 
essais effectues ont permis de constater qu'en 
utilisant environ 2 volumes d'ethanol, on obtenalt 
la precipitation souhaitee des MPS biologique- 
ment actifs. On notera le faible volume de solvent 
utilise pour cette precipitation ce qui presents de 
nombreux avantages au niveau des manipula- 
tions. 

Le preclpite forme est recupere et en vue de 
son utilisation, lave et seche. 

La mise en oeuvre des dispositions qui prece- 
dent permet d'obtenir des produits caracterises 
notamment par les points suivants. 

Ces produits, comme les MPS decrits dans la 
demands de brevet FR 7831 357 du 6.11.1978 au 
nom de la Demand eresse, sont solubles dans un 
milieu hydroalcoolique (eau-methanol), ayant un 
titre de 55-61°QL, de preference de 58° GL; ils 
tendent vers I'insolubilite dans un mileiu eau- 
ethanol dont la teneur en alcool est plus elevee; 
ils sont insolubles dans I'alcool pur. Ils presen- 
ted, en outre, des titres Y-W d'au moins 200 u/mg 
avantageusement superieurs a 250 u/mg et des 
titres USP ou APTT inferieurs a 50 ui, avantageu- 
sement 30 ui, voire a 20, et des rapports de titres 
U-W a USP ou APTT d'au moins 3. de preference 
superieurs a 6, notamment superieurs a 10; ils 
comportent des motifs terminaux possedant la 
structure de base 2,5-anhydro-D-manno dont la 



fonction alcool primaire en 6 est substitute ou non 
par un groupe -S0 3 ". 
Ce motif terminal repond a la formule suivante: 



CH 2 0R a 




10 

ou R, represente un groupement fonctionnel 
choisi parmi des groupements aldehyde (-CHO), 
alcool (-CH 2 0H) ou acide carboxyllque (-CO a H) ou 
leurs derives, notamment les acetals, amides, 

is ethers, esters ou sels correspondents et R a un 
atome d'hydrogene ou un groupe S0 3 ~. Les grou- 
pements fonctionnels de R, autres que le groupe 
aldehyde sont introduits avantageusement selon 
le procede decrit par la Demanderesse dans la 

20 demande de deuxieme certificat d'addition FR No 
8 006 282 du 20 mars 1980 a la demande de brevet 
FR No 7 831 357 du 6 novembre 1978. 

Dans un aspect avantageux de I'invention, Ri 
est constitue par un groupe aldehyde. Dans un 

25 autre aspect R t est constitue par un groupe acide 
carboxyllque ou encore alcool, ces groupes pre- 
sentant notamment I'avantage d'une stabilite ele- 
vee. 

De preference encore, les produits obtenus se- 

30 Ion i'invention sont constitues par une majeure 
partie d'especes de poids moleculaire de 2000 a 
8000 daitons environ, ce qui correspond a des 
structures ayant de 8 a 26 entites saccharldiques 
environ (ies poids moleculaires sont mesures 

35 comme indlque ci-dessus selon la methods HPLC, 
a Taide, par exemple, d'un tampon de sulfate de 
sodium 0,5 M). 

Tels qu'ils sont obtenus, ces produits sont de- 
pourvus de contaminants de type nitrates-nitrites. 

40 D'une maniere general e, ces produits sont par- 
ticulierement precteux en raison de leurs proprie- 
tes pharmacologiques de grand interet Ils posse- 
dent, en effet, une activite antl-Xa (YW) bien supe- 
rieure a cede de I'heparine de depart alors que 

4$ leur titre USP ou APTT (qui traduit i'activite anti- 
coagulante globaie) peut etre tres inferieur a ceiui 
de I'heparine, ce qui facilite leur utilisation et 
diminue les risques d 'accidents hemorragiques. 
Ils sont done avantageusement utilisables 

so comme medicaments, notamment, antithromboti- 
ques. 

De plus, leur faible poids moleculaire par rap- 
port a cetui de I'heparine de depart ieur confere 
une pharmacocinetique retardee d'un grand inte- 

55 ret en therapeutique. Ils peuvent en outre etre 
avantageusement utilises par voie orale. 

Les conditions rapportees ci-dessus de mise en 
oeuvre du procede de I'invention peuvent conduire 
avantageusement a des compositions ne renfer- 

00 mant pratiquement plus de chaines heparintques 
normales, e'est-a-dire de chaTnes de I'heparine de 
depart. II s'agit, en effet, d'un procede a haut 
rendement. 

II est done ainsi possible de disposer de compo- 
sitions de MPS de grande homogeneite en poids 



4 



7 



0 076 279 



8 



moleculaire compris dans la gamme indiquee 
plus haut, renfermant avantageusement au molns 
98% environ de MPS tels qu'evoques ci-dessus. 

Selon le compose de depart, ce caractere ho- 
mogene peut cependant §tre modifie. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'ln- 
vention apparattront dans les exemples qui sui- 
vent. 

EXEMPLE 1: 

Depolymerisation auto-regulee de I'heparine et 
obtentlon de MPS de bas polds moleculaire 

Dans 15 litres d'eau distillee a + 20°C, on dis- 
sout 1500 grammes d'heparine commerclale 
ayant un rapport YW/USP voisln de 1 et un titre 
USP de 160 ul. On ajoute 51,8 g de nitrite de so- 
dium dissous dans 300 ml d'eau distillee, et imme- 
diatement le pH est abaisse a 2,5 par de I'acide 
chlorhydrique pur. 

La reaction s'op&re alors et on verifie son de- 
roulement jusqu'a I'absence d'ions nitreux. Au 
bout de 40 minutes, on determine a intervailes 
reguliers la presence ou I'absence d'ions nitreux 
dans le milieu reactionnel. On utilise, par exem- 
ple, du papier iodoamidonne en effectuant la veri- 
fication toutes les 5 minutes. Au bout d'environ 60 
minutes de reaction, I'acide nitreux a ete entiere- 
ment consomme et il ne substlste plus d'ions 
N0 2 ~ dans le milieu reactionnel. Le pH est alors 
ajuste a 7 par de la soude pure, et les produtts de 
la reaction sont recuperes par addition de 31 litres 
d'ethanol pur (2 volumes). 

Le precipite forme est collecte par centrifuga- 
tion, lave a I'ethanol et seche a 60 °C sous vide. 

On recueille 1200 g de produits presentant les 
caracteristiques sutvantes: 



Titre USP 19 ui/mg 

Titre APTT 13 ui/mg 

Titre Yin et Wessler 202 u/mg 

Teneur en nitrites/nitrates < 4 ppm 



EXEMPLE 2 

En procedant comme dans I'exemple 1, en par- 
tant d'une solution d'heparine a 10% (100 g/l), on 
obtient des MPS presentant les rapports YW/USP 
selon la quantite de NaNO a mise en oeuvre, a 
savoir. 



NaNO, 


Titres YW/USP 


Valeur du rapport 






des titres 


0,03 M 


(140/51) 


2,7 


0,04 M 


(214/26) 


8 


0,05 M 


(250/19) 


13 


0,06 M 


(194/12) 


16 


0,07 M 


(201/9) 


22 


0,08 M 


(132/6.4) 


19 


0,1 M 


(110/2) 


44 



Des MPS preferes correspondent a ceux obte- 
nus en utilisant de 0,03 a 0,07 M, notamment de 
0,03 a 0,05 M et plus specialement ceux obtenus 
a 0,05 M. 



EXEMPLE 3 

Dans 10 litres d'eau distillee, a temperature 
ambiante (15-20°C) on dissout 1000 grammes 
d'heparine injectable, commerciaie, ayant un titre 

5 USP de 170 ui/mg et un titre YW de 160 u/mg. On 
ajoute 38 g de nitrite de sodium (molarite finale 
0,055 M) dissous dans 200 ml d'eau. Le pH est 
immediatement abaisse a 2,5 par de I'acide chlor- 
hydrique pur. On controle la reaction comme dans 

w I'exemple 1 a intervailes de temps reguliers (5-10 
minutes). Au bout d'environ 30 minutes, on ne 
detects plus d'ions NO a ~ dans le milieu reaction- 
net. Le pH est alors ajuste a 7 par de la soude 5 N; 
les produits de la reaction sont recuperes par 

is addition de 21 litres d'ethanol pur (2 volumes). Le 
precipite forme est recueilli par centrifugation, 
lave a I'ethanol et seche a 60 °C sous vide. 

On obtient finalement 780 grammes de poudre, 
de couleur blanche, ayant les caracteristiques sui- 

20 vantes: 

Titre USP: 22 ui/mg 

Titre Yin et Wessler: 260 u/mg 

Titre APTT: 10 ui/mg 

Teneur en nitrites-nitrates: < 5 ppm 

25 Poids moleculaire moyen: Inferieur a 6000 
Pourcentage d'especes dont 
le poids moleculaires 

excede 10 000: inferieur a 1 %. 

90 Revendlcations 

1. Procede d'obtentlon de mucopolysaccharides 
ou MPS biologiquement actifs, de purete elevee, 
par depolymerisation contrdlee de I'heparine, ca- 

35 racterise en ce qu'il comprend la reaction de I'he- 
parine etde I'acide nitreux en milieu aqueux a un 
pH de 2 a 3, avantageusement volsin de 2,5, en 
des quantites telles que la concentration d'hepa- 
rine est d'au moins 8% en poids et la molarite de 

40 I'acide nitreux est de 0,02 a 0,1 M, ces donnees 
etant calculees par rapport a la totalite du me- 
lange des reactifs mis en oeuvre, et, apres que ia 
reaction de depolymerisation se soit arretee d'el- 
le-meme par epuisement de I'acide nitreux, la 

45 recuperation du melange de MPS du type de ceux 
preci pi tables par un solvant alcoolique. 

2. Procede selon la revendication 1, caracteiise 
en ce que la concentration finale d'heparine du 

so milieu reactionnel aqueux est de 8 a 12% en 
poids. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, carac- 
terise en ce que I'acide nitreux est engendre in 
situ par addition, selon des quantites controlees, 

5 5 d'un acide comportant avantageusement des 
anions biologiquement acceptables, a un derive 
de I'acide nitreux, en particulier, un sel, un ether- 
sel et plus specialement un sel alcaiin ou alcalino- 
terreux. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce qu'on utilise du nitrite de sodium. 

5. Procede selon la revendication 1 ou 2, carac- 
terise en ce que la concentration en nitrite de 
sodium est de 0,05 M, avantageusement de 

65 0,055 M. 
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6. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que I'acide nttreux est engendre in situ par 
addition d'acide acetique ou d'acide chlorhydrl- 
que a du nitrite de sodium. 

7. Procede selon i'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 6, caracterise en ce qu'on opere a une 
temperature comprise entre 0 et 30 °C, avantageu- 
sement voisine de Tambiante. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendi- 
cations precedentes, caracterise en ce que, lors- 
que le degre de depolymerisation souhaite est 
attaint, on precipite du milieu reactlonnel les pro- 
duits du type de ceux qui sont precipitables par 
I'alcool, le pH etant avantageusement ajuste au 
prealable a une valeur voisine de la neutrality. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise 
en ce qu'on effectue ia precipitation a I'aide 
d'ethanot. 

10. Procede selon I'une quelconque des reven- 
dications precedentes, caracterise en ce que le 
melange de MPS recuperes est forme, pour plus 
de 98%, de MPS ayant un poids moieculaire de 
2000 a 8000 daltons essentiellement depourvus de 
contaminants de type nitrite-nitrate et dont les 
chaTnes sont terminees par des groupes de struc- 
ture 2,5-anhydro-D-manno. 

11. Procede selon Tune quelconque des reven- 
dications 1 a 9, caracterise en ce que les groupes 
2,5-anhydromanno sont soumls a un traltement de 
reduction ou d'oxydation pour obtenir respective- 
ment des groupes 2,5-anhydro-D-mannitol ou 
acide 2,5-anhydro-D-mannonique. 

12. Compositions de MPS du type de ceux obte- 
nus par le procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterises en ce qu'il 
s'aglt d'un melange forme d'au moins 98% en 
poids de mucopolysaccharides: 

a) ayant un poids moieculaire de 2000 a 8000, 
avantageusement de poids moieculaire moyen 
inferieur a 6000; 

b) essentiellement depourvus de contaminants 
de type nitrite-nitrate; 

c) dotes de proprietes anti-thrombotiques, dont 
I'activite anti-Xa (YW) est superieure a celle de 
I'heparine et I'activite USP ou APTT Inferieure a 
celle de I'heparine et 

d) possedant un motif terminal de structure 2,5- 
anhydro-D-manno de formule: 

CH a OR a 

A, 

dans laquelle represente un groupe aldehyde 
(-CHO), alcool (-CH a OH) ou acide (-C0 2 H) et R a 
represente un atome d'hydrogene ou un groupe 
-SO3-. 

Claims 

1. A process for the preparation of highpurity, 
biologically active mucopolysaccharides or MPS 
by controlled depolymerlzation of heparin, 



characterised in that it comprises reacting heparin 
and nitrous acid in an aqueous medium at a pH of 
2 to 3, advantageously about 2.5, in quantities such 
that the heparin concentration is at least 8% by 

6 weight and the molarity of the nitrous acid is 0.02 
to 0.1 M, these data being calculated with respect 
to the total quantity of the mixture of the reactants 
used, and, after the depolymerization reaction has 
stopped of its own accord by exhaustion of the 

10 nitrous acid, recovery of the mixture of MPS of the 
type which can be precipitated by an alcoholic 
solvent 

2. A process according to claim 1, characterised 
in that the final heparin concentration of the 

15 aqueous reaction medium is 8 to 12% by weight 

3. A process according to claim 1 or 2, charac- 
terised in that the nitrous acid is produced in situ 
by the addition, in controlled quantities, of an acid 
advantageously having biologically acceptable 

20 anions, to a derivative of the nitrous acid, par- 
ticularly a salt, an ester, and more particularly an 
alkali metal or alkaline-earth metal salt 

4. A process according to claim 3, characterised 
In that sodium nitrite is used. 

25 5. A process according to claim 1 or 2, charac- 
terised in that the sodium nitrite concentration is 
0.05 M, advantageously 0.055 M. 

6. A process according to claim 3, characterised 
In that the nitrous acid is produced In situ by the 

30 addition of acetic acid or hydrochloric acid to sod- 
ium nitrite. 

7. A process according to any one of claims 1 to 
6, characterised in that the process Is carried out 
at a temperature of between 0 and 30 °C, advan- 

35 tageously near ambient temperature. 

8. A process according to any one of the preced- 
ing claims, characterised in that when the re- 
quired degree of depolymerization has been 
reached the products of the type which can be 

40 precipitated by alcohol are precipitated from the 
reaction medium, the pH advantageously being 
adjusted beforehand to a value close to neutrality. 

9. A process according to claim 8, characterised 
in that the precipitation is carried out by means of 

45 ethanol. 

10. A process according to any one of the 
preceding claims, characterised in that the mix- 
ture of recovered MPS is formed, insofar as con- 
cerns more than 98%, by MPS having a molecular 

50 weight for from 2000 to 8000 daltons fundamentally 
free from contaminants of the nitrite-nitrate type 
and the chains of which are terminated by groups 
of 2,5-anhydro-D-manno structure. 

11. A process according to any one of claims 1 
55 to 9, characterised in that the 2,5-anhydromanno 

groups are subjected to a reduction or oxidation 
treatment to produce respectively 2,5-anhydro-D- 
mannitol or 2,5-anhydro-D-mannonic acid groups. 

12. MPS compositions of the type produced by 
60 the process according to any one of claims 1 to 1 1 , 

characterised in that the mixture is formed by at 
least 98% by weight of mucopolysaccharides: 

a) having a molecular weight of 2000 to 8000, 
advantageously of a mean molecular weight less 
65 than 6000; 
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b) fundamentally free from contaminants of the 
nitrite-nitrate type; 

c) having antl-thrombotic properties, the antl-Xa 
(YW) activity of which is greater than that of 
heparin and the USP or APTT activity less than that 
of heparin and 

d) having a 2,5-anhydro-D-manno structure ter- 
minal group of the formula 




where R, denotes an aldehyde group (-CHO), an 
alcohol group (-CH 2 OH) or an acid group (-C0 2 H) 
and R a denotes a hydrogen atom or an -S0 8 " 
group. 

PatentanspirQche 

1. Verfahren zur Herstellung von biologisch aktt- 
ven Mucopolysacchariden (MPS) von erhdhter 
Reinheitdurch kontrollterte Depolymerisation von 
Heparin, dadurch gekennzelchnet, dass man He- 
parin in wassertgem Medium bei einem pH von 2 
bis 3, vorzugsweise urn 2,5, mit salpetriger Saure 
umsetzt, und zwar In solchen Mengen, dass die 
Heparinkonzentration mindestens 8 Gew.-% und 
die Molaritat der salpetrigen Saure 0,02 bis 0,1 M 
betragt, jeweils bezogen auf das gesamte einge- 
setzte Gemisch an Reagenzien, wonach man, 
nachdem die Depolymerisationsreaktion durch 
Erschopf ung der salpetrigen Saure von selbst zum 
Stillstand gekommen ist das Gemisch von mit 
einem alkoholischen Losungsmittel abtrennbaren 
MPS abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zelchnet, dass die Heparinendkonzentration des 
wasserigen Reaktionsmediums 8 bis 12 Gew.-% 
betragt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die salpetrige Saure in situ 
durch Zugabe von kontrollierten Mengen einer 
vorteilhafterwelse biologisch vertragliche Anio- 
nen liefernden Saure einem Derivat der salpetri- 
gen Saure zugesetzt wird, Insbesondere einem 
Salz, einem Ethersalz oder vorzugsweise einem 
Alkali- Oder Erdalkalisaiz, gewonnen wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man Natriumnitrit verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Konzentration von Na- 
triumnitrit 0,05 M, vorteilhafterwelse 0,055 M be- 
tragt. 



6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die salpetrige Saure in situ durch 
Zugabe von Essig- oder Chlorwasserstoffsaure zu 
Nitrit gewonnen wird. 
5 7. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass man bei einer 
Temperatur zwischen 0 und 30 °C, vorzugsweise 
bei Umgebungstemperatur arbeitet 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
10 dadurch gekennzeichnet, dass man bei Erreichen 

des gewunschten Depolymerisationsgrades aus 
dem Reaktlonsmedium die mit Alkohol ausfallba- 
ren Produkte ausfallt, wobei der pH-Wert vorteil- 
hafterwelse vorgangig auf einen Wert urn den 
75 Neutralpunkt eingestellt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Ausfallung mit Ethanol 
vornimmt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 
20 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch an 

abgetrenntem MPS zu mehr ais 98% aus MPS mit 
einem Molekulargewicht von 2000 bis 8000 Dalton 
besteht, die im wesentiichen Verunreinigungen 
vom Nitrit-Nitrat-Typ aufweisen und deren Ketten 
25 endstandige 2,5-Anhydro-D-mannogruppen auf- 
weisen. 

11 Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 
9, dadurch gekennzeichnet, dass die 2,5-Anhydro- 
D-mannogruppen reduziert oder oxydiert werden, 
30 um zu entsprechenden 2,5-Anhydro-D-mannitol- 
oder 2,5-Anhydro-D-mannonsauregruppen zu ge- 
langen. 

12. Zusammensetzung vom MPS-Typ nach ei- 
nem der AnsprQche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
35 zeichnet, dass sie eln Gemisch aus mindestens 98 
Gew.-% Mucopolysacchariden mit 

a) Molekulargewicht von 2000 bis 8000, vorzugs- 
weise mit einem durchschnittiichen Molekularge- 
wicht von unter 6000, 
40 b) im wesentiichen mit Verunreinigungen vom 
Nitrit-Nitrat-Typus, 

c) mit antithrombotischen Eigenschaften, deren 
anti-Xa-Aktivitat (YW) die von Heparin Obertrifft 
und die USP- oder APTt-Aktivitat unter der von 

45 Heparin liegt und 

d) und einer endst&ndigen 2,5-Anhydro-D- 
manno-Gruppe der Formel 

CH 2 0R a 

A 

55 worin R, eine CHO-, -CH 2 OB- oder -CO a H-Grup- 
pe und R 2 Wasserstoff oder eine -SO a -Gruppe 
darstellen, besteht. 
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